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摘要 ”由 细菌 引起 的 感染 性 腹泻 ,至 今 仍 是 世界 范围 广泛 流行 的 传染 病 之 一 。 
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由 于 耐 抗生素 病 


原 菌 的 不 断 涌现 ,导致 了 抗生素 药物 的 治疗 效果 不 佳 。 因 此 ,研发 便捷 \ 有效 的 疫苗 对 于 细菌 性 


腹泻 的 预防 与 治疗 尤为 重要 。 针 对 产 肠 毒素 大 肠 杆 菌 、 霍 乱 弧 菌 与 
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氏 痢 疾 菌 这 三 种 最 为 主 


GO 和 妥 的 细菌 性 腹泻 病原 菌 ,设计 和 筛选 了 以 热 不 稳定 肠 毒 素 亚 基 蛋 白 为 抗原 和 黏膜 估 剂 、 霍 乱 弧 菌 
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贺 毒 素 亚 基 蛋白 为 抗原 的 三 联 疫苗 。 通 过 工程 大 肠 杆 菌 获得 
OŁ á ,并 以 海藻 酸 钙 -过 聚 糖 微 球 为 疫苗 的 口服 载体 ,制备 了 疫苗 的 口服 制 这 


: 相应 的 抗原 与 住 剂 
。 体 外 实验 表明 , 微 


Eee 和 人 人 让. 和信 ee 


pora cme: 
> 中 图 分 类 号 


一 肠 道内 定向 释 


泽 放 的 目的 。 通 过 对 灌 胃 免疫 
二 生 抗 原 特异 ， 性 的 slgA 与 IgG 抗体 ,免疫 


后 小 鼠 免 疫 
度 组 与 对 照 组 相 比 ,差异 显著 ( 己 <0.05) ,并 提升 了 外 周 血 中 


及 指标 的 检测 ， 


度 苗 能 


TERT 够 刺激 机 体 产 
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能 够 对 机 体 起 到 保护 作用 。 
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致 了 200 万 ~300 万 人 的 死亡 器 。 
率 最 高 
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o 根据 世界 卫生 组 织 
年 发 生 5 亿 ~10 亿 次 感染 性 腹泻 ,并 导 


.二 由 病原 微生物 引起 的 感染 性 腹 演 , 至 今 仍 
wH 泛 流 行 的 传染 病 之 一 
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毒素 大 


量 最 多 ,每 年 引起 了 约 2 亿 次 的 
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人 的 死亡 


原因 ,每 年 造成 了 约 1.6 亿 人 次 的 感染 


氏 痢 疾 菌 也 是 引起 肠 道 感染 的 重要 
(60% 是 5 岁 以 


下 儿童 ) 和 超过 10 万 人 的 死亡 "|。 


对 于 由 微生物 引起 的 急性 
要 采取 抗生素 药物 治疗 的 方法 ,特别 是 在 一 
国家 ,一 些 广 谱 性 的 抗生素 (如 环 丙 沙 星 、 匹 美 西林 、 阿 
FERK AMZ RE) 常 被 使 用 “” 
预防 和 治疗 动物 养殖 业 、 农 产品 种 植 业 等 领域 中 的 广 


与 慢性 腹泻 ,国内 外 主 
些 发 展 中 


由 于 抗生素 在 疾病 


泛 的 使 用 ,导致 了 耐 抗生素 微生物 显著 增加 ,特别 是 多 


种 肠 道 革 兰 
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。 许 多 对 抗生素 敏感 的 菌 


株 ,通过 变异 产生 了 多 重 耐 药性 


,导致 药物 治疗 效果 不 


感染 性 腹泻 ,造成 了 38 万 人 的 死亡 5 ; EAAS E 佳 甚至 无 效 ,而 采取 预防 性 免疫 是 控制 这 类 疾病 的 最 
的 感染 最 为 严重 , 患者 的 死亡 率 也 最 高 ,每 年 引起 了 佳 选 择 。 

300 万 ~500 万 次 的 感染 ,并 且 造 成 了 120 万 ~ 200 万 骨 肠 道 黏 膜 是 病原 腹泻 微生物 侵入 的 主要 突破 
收 稿 日 期 :2017-0421 1 El H HH :2017-05-29 口 ,因此 ,如 果 能 够 激活 机 体 的 黏膜 免疫 系统 ,产生 的 
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保护 性 免疫 应 答 就 可 以 抵御 病原 微生物 的 侵袭 ,从 而 
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降低 疾病 发 病 率 5 ER , BA MBE IE HY O HR A 
研究 的 热点 ,同时 ,口服 疫苗 具备 方便 \ 快 捷 等 优势 ,是 
预防 感染 性 腹泻 疾病 的 理想 选择 。 目 前 ,尽管 在 针对 
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TEBE R H TE FEE. AE E Be R (Amp), BAB Be R 
(Kan)、 异 丙 基 -B-D- 硫 代 半 乳糖 背 (IPTC ) 购置 于 
Sigma-Aldrich 公司 。 胃 和 蛋白 酶 、 胰 和 蛋白酶 . 牛 血 清白 蛋 


某 种 特定 病原 菌 的 腹 演 疫苗 研制 方面 取得 了 一 定 的 突 
破 性 进展 ,但 是 用 于 预防 突 发 的 感染 性 腹泻 的 理想 免 
疫 制品 仍 未 研制 成 功 ” 。 

本 研究 针对 引起 腹泻 致 病菌 的 毒 力 因子 ,设计 种 
备 了 重组 抗原 与 估 剂 蛋白 ,以 安全 无 毒 的 海藻 酸 钙 - 壳 
聚 糖 微 球 为 口服 载体 ,制备 成 了 一 种 能 够 在 肠 内 释放 
的 口服 制剂 ,最 后 在 动物 模型 中 ,对 疫苗 的 免疫 效果 做 
出 了 初步 的 评价 。 


1 材料 与 方法 


Lb 材料 与 试剂 
OD 表达 载体 pET24a ( + )、pET32a (+) 购置 于 
Noyagen 公司 。 工程 菌 株 E. coli DH5a Fil E. coli BL21 
(DEB ) 购置 于 Invitrogen 公司 。 实 验 动物 BALB/c 小 白 
atc SHE: 5. 周 龄 ) 购置 于 上 海 菜 克 实验 动物 有 
RAT [ SCXK ( Y ) 2012-0002 , SYXK ( }F) 2012-0002 ] 。 


p—s 


白 购 置 于 北京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 。KTITC anti-mouse 
CD4 APC anti-mouse CD8a 及 RBC Lysis Buffer 购置 于 
Biolegend 公司 ,其 他 分 析 纯 化 学 试剂 购置 于 上 海 凌 峰 
化 学 试剂 有 限 公 司 。 


12 方 法 
1.2.1 抗原 与 位 剂 蛋白 的 选择 “大肠 杆菌 热 不 稳定 


肠 毒素 ( heat-labile enterotoxin ,LT) 具备 免疫 原 性 与 佐 
剂 活性 … ,同时 还 能 与 霍乱 弧 菌 的 毒 力 因子 霍乱 毒素 
(Cholera toxin, CT) 产生 交叉 免疫 反应 ,我 们 选择 其 
LTA 、 酶 活性 缺失 突变 体 LTA (192) 与 LTB 亚 基 作 为 抗 
原 蛋 白 与 佐 剂 。 志 次 毒素 (Shiga toxin ,Stx) ea OE POR 
疾 菌 的 主要 毒 力 因子 ,我们 选择 其 无 毒 的 结合 结构 域 
StxB 蛋白 作为 抗原 '”。 霍 乱 弧 菌 的 鞭毛 蛋白 
( Flagellin ) 对 于 其 在 肠 道中 的 定植 起 到 了 关键 作用 ,我 
们 选择 其 核心 结构 域 maA 蛋白 作为 抗原 。 


疫苗 的 制备 动物 的 免疫 样品 的 检测 


图 1 实验 的 主要 流程 


- 质粒 的 构建 蛋白 质 的 纯化 
= 
= Fig.1 The main process of experiment 
© 
1.2.2 重组 质粒 的 构建 ”重组 质粒 pET24a-eltA、 


pET24a-eltA (192) 与 pET24a-eltB 均 由 本 实验 室 构建 ， 
基因 elt 序列 参照 NCBI GenBank ( Accession no; 
EU113245. 1) ,分 别 用 于 表达 LTA \LTA(192) 45 LTB Æ 
白 。pET24a-stxB ,用 于 表达 StxB 蛋白 ,基因 stxB 序列 
BHR (Accession no; JF739388. 1 ) ;pET32a-flaA 用 于 表 
达 FlaA 蛋白 ,基因 ja4 序列 参照 ( Accession no: 
EF685161. 1) ,序列 由 苏州 金 唯 智 生物 科技 有 限 公 司 合 
成 ,载体 由 本 实验 构建 。 重 组 质粒 的 引物 设计 如 表 1 所 
AR Fm 与 Rm 为 突变 引物 ,通过 重合 延伸 PCR 对 eltA JF 
列 进行 突变 ,使 其 翻译 192 位 的 氨基 酸 由 R 突变 为 C。 

1.2.3 ”蛋白质 的 表达 与 纯化 ”将 重组 质粒 转 入 E. coli 
BL21 ( DE3 ) 中 ,从 抗 性 平板 上 挑 取 单 克隆 ,接种 到 含 
LB 培养 基 的 试管 中 ,37% 、200r/min 振荡 培养 过 夜 。 


取 lml 菌 液 加 入 到 含 100ml LB 培养 基 的 锥 形 瓶 中 ， 
37°C 200r/min 振荡 培养 约 2. 5h, TAK OD eo KAVA 
0.6 时 ,加 入 终 浓度 为 0.5mmolXL 的 IPTC 诱导 剂 ,30%C 
诱导 表达 10h。 诱 导 结束 后 4% .8 000r/min 离心 15min 
收集 菌 体 ,根据 目的 蛋白 的 状态 (可 溶性 表达 或 包涵 
体 ) 采 用 不 同方 法 进行 纯化 及 透析 ,通过 聚 丙烯 酰胺 凝 
胶 电 泳 分 析 和 蛋白 质 的 表达 与 纯化 情况 。 

1.2.4 ”海藻 酸 钙 - 克 聚 糖 微 球 的 制备 与 形 狐 鉴 定 将 
2% 海藻 酸 钙 溶 液 与 等 体积 的 蛋白 质 溶液 混合 ,用 注射 
器 吸取 lml 混合 液 ,通过 34G 针头 (内 径 0. 06mm) HF 
入 到 0. 4% 壳 聚 糖 溶液 中 ( 含 0. 1molL 氢化 钙 )， 
250r/min 人 匀速 搅拌 , 液 滴 滴 入 烧杯 后 立即 形成 微 球 , 继 
续 搅 拌 10min ,使 微 球 充分 硬化 ; 吸 去 表面 水 分 ,4% 保 
存 。 随 机 取 20 粒 湿 态 与 干 态 的 微 球 ,观察 微 球 的 形 貌 ， 
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表 1 引物 序列 与 酶 切 位 点 


Table 1 Sequences and restriction sites of primers 


重组 质粒 核酸 序列 (5'-3') 酶 切 位 点 
pET24a-eltA F- GGAATTCCATATGAATGGCGACAGATTATACCGTGCTG Nde I 
R- CCGCTCGAGTAATTCATCCCGAATTCTGTTAT Xho I 
pET24a-eltA (192) F- GGAATTCCATATGAATGGCGACAGATTATACCGTGCTG Nde I 
Fm- GTGGAAATTCATCAGGTACAATCACAGGTGATAC = 
Rm- GTATCACCTGTGATTGTACCTGATGAATTTCCAC = 
R- CCGCTCGAGTAATTCATCCCGAATTCTGTTAT Xho I 
pET24a-eltB F- GGAATTCCATATGGCTCCCCAGACTATTAC Nde 1 
R- CCGCTCGAGGTTTTCCATACTGATTGCCGC Xho I 
pET24a-stxB F- GGAATTCCATATGACGCCTGATTGTGTAACTGGAAAG Nde I 
R- CCGCTCGAGACGAAAAATAACTTCGCTGAAT Xho I 
pET32a-flaA F- CGGGATCCACCATTAACGTAAATACCAACGTGT BamH I 
R- CCGCTCGAGTCACTGCAATAACGAGATTGCAGAGT Xho I 


,并 拍照 记录 。 

> RAR ARN ASE KARAM tk 
i 于 10ml 模拟 胃液 中 ,在 37°C 100r/min 的 水 浴 揪 
ERIS , BE 30min 取样 一 次 ,连续 取样 6 次 。 在 
sinem 3h 后 ,除去 模拟 胃液 ,加 入 10ml 模拟 肠 
液 ,在 相同 条 件 下 继续 孵育 ,每 20min A 连续 
LLE KIEA lh 后 ,每 30min 取样 一 次 ,连续 取样 6 


Bradford 法 测定 样品 中 的 蛋白 质 浓度 ,绘制 蛋白 质 的 释 

放 曲 线 。 

1.2.6 腹泻 疫苗 的 动物 免疫 将 BALB/c 小 鼠 , 按 照 

表 2 所 示 的 实验 方案 进行 分 组 ,每 组 6 只 ,随机 分 配 到 

笼 内 。 在 免疫 前 对 小 鼠 禁 食 12h。 分 别 于 第 8 天 、 第 22 
天 ,按照 表 2 所 示 的 剂量 进行 灌 胃 免疫 ,记录 并 分 析 整 

个 免疫 实验 过 程 中 的 小 鼠 体 重 变 化 。 动 物 实验 依照 


次 全 最 后 ,使 用 裂解 液 裂解 微 球 ， me 检测 。 使 用 “3R" 原 则 ,并 给 予 实验 动物 相应 的 人 道 关 怀 。 
表 2 实验 分 组 与 免疫 剂量 
Table 2 Experiment grouping and immune dose 
实验 组 疫苗 组 成 免疫 剂量 ( hg) 小 鼠 数量 
空白 组 一 一 6 
实验 组 一 LTA + LTB + StxB + FlaA 25/25/25/25 6 
实验 组 二 LTA + LTB + StxB + FlaA 50/50/50/50 6 
实验 组 三 LTA(192) + LTB + StxB + FlaA 25/25/25/25 6 
实验 组 四 LTA(192) + LTB + StxB + FlaA 50/50/50/50 6 
1.2.7 样品 中 抗原 特异 抗体 的 检测 ”每 孔 加 入 100kl ”软件 对 数据 进行 统计 学 分 析 , 检 测 数 据 是 否 符合 正 态 
稀释 到 5pg/ml 的 抗原 包 被 液 ,4Y 包 被 过 夜 ;次 日 , 弃 分 布 ,对 于 符合 正 态 分 布 的 数据 使 用 7 test 或 ANOVA 
去 包 被 液 ,洗涤 3 次 。 加 入 300kl 封闭 液 ,37Y MA test FARETE 


2h, 弃 去 封闭 液 ,洗涤 3 次 。 将 稀释 后 的 样品 ( 数 便 提 
取 液 . 肠 液 .血清 ) 加 入 反应 孔 中 ,每 孔 100 pal 37 °C 孵育 
2h , 弃 去 样品 液 ,洗涤 3 次 。 加 入 1:4 000 稀释 的 HRP 
ie anne 或 IgA 抗体 ,每 孔 100u1,37% Hey 

弃 去 二 抗 溶液 VER S 次 。 加 入 100kl OPD 显 色 
nips WENCH A 20min, MA 100ml 终止 液 ,随后 在 


酶 标 仪 上 检测 492nm 反应 产物 的 吸光 度 。 使 用 SPSS 


1.2.8 外 周 血 淋 巴 细胞 含量 的 检测 取 100kl 小 鼠 血 
液 样品 ,加 入 到 含 肝 素 钠 溶液 的 EP 管 中 ,依次 加 入 1 pl 
FITC anti-mouse CD4 和 lul APC anti-mouse CD8a 抗 
体 ,室温 条 件 避 光 孵 育 20min。 向 浴 液 中 加 入 lml 的 
RBC Lysis Buffer , 48 48 4% 3 ike “J , 38 Tit AR AF HE I BE 
10min, 1 000r/min 离心 Smin ,收集 细胞 ,用 PBS 溶液 
洗涤 2 次 ,使 用 流 式 细胞 仪 检测 。 
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2 结果 与 讨论 


抗原 蛋白 的 制备 

5 种 蛋白 质 均 采 用 工程 大 肠 杆菌 生产 ,诱导 10h 
后 ,目标 蛋白 都 得 到 了 高 效 的 表达 ,电泳 结果 如 图 2a 所 
示 。 其 中 LTA LTA(192) LTB 与 StxB 蛋白 以 包涵 体 


2.1 


Wl 


图 2 


0838v1 


的 形式 存在 于 破碎 后 的 沉淀 中 ,通过 对 包涵 体 洗 涤 、 亲 
和 纯化 及 透析 复 性 后 获得 。 而 FlaA 蛋白 以 可 溶 的 形式 
存在 于 破碎 后 的 上 清 液 中 ,通过 亲 和 纯 化 、 透 析 及 酶 切 
除去 融合 蛋白 标签 后 获得 。 电 泳 结 果 表 明 ( 图 2b) , 目 
标 蛋 白 都 得 到 了 有 效 地 纯化 ,几乎 没有 杂 和 蛋白 的 残留 。 


(b) 


抗原 蛋白 表达 与 纯化 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 分 析 
Fig.2 Expression and purification of antigen proteins analyzed by SDS-PAGE 


Gp Expression of antigen proteins Lane M; Low protein molecular weight marker; Lane 1-5; Whole cell lysates of pET24a-eltA, pET24a-eltA 
a 
Naz) , pET24a-eltB, pET24a-stxB and pET32a-flaA recombinant bacteria after induction, the FlaA protein contains the Trx fusion tag 


G) Purification of antigen proteins Lane 1-5; The purified LTA protein, LTA (192) protein, LTB protein, FlaA protein (fusion tag removed ) 


nd StxB protein 
TT 


:加 微 球 的 形 貌 特征 

SHES TAS HE BIR GG SRR II 
球形 (图 3) ,相同 状态 的 微 球 之 间 粒 径 差别 不 大 。 湿 态 
微 球 的 平均 粒 径 约 为 1. 4mm, 微 球 干 燥 后 ,体积 缩小 ， 
干 感 微 球 的 平均 粒 径 约 为 0.6mm。 在 扫描 电子 显微镜 
下 更 察 (图 4) , 微 球 呈现 较为 规则 的 球形 ,表面 较为 平 


bay 


BARKO, 是 由 海藻 酸 盐 与 钙 离子 形成 的 聚合 
结构 。 


THT 


一 


3 ” 微 球 的 形态 与 粒 径 
Fig.3 Diameter and morphology of microspheres 


(a) Microspheres in wet state (b) Microspheres in dry state 


2.3 微 球 内 蛋白 在 模拟 骨 液 与 肠 液 中 的 释放 
如 图 5 所 示 ,海藻 酸 钙 -这 聚 糖 微 球 在 模拟 胃液 中 
处 理 3h 后 , 干 态 微 球 中 的 蛋白 质 基 本 没有 释放 , 而 湿 


态 微 球 释放 了 约 10% 。 这 是 由 于 湿 态 微 球 水 分 含量 较 
高 ,在 水 分 平衡 过 程 中 ,水 分 的 渗 漏 导致 了 和 蛋白质 在 模 
拟 胃液 中 部 分 的 释放 。 而 干 态 微 球 含水 量 较 低 ,水 分 
平衡 过 程 是 一 个 吸水 过 程 ,因此 和 蛋白 质 的 释放 极 低 。 
当 微 球 移入 模拟 肠 液 中 , 随 着 pH 的 升 高 HAE BE MR Th J 
基 与 壳 聚 糖 氮 基 之 间 的 静电 相互 作用 减弱 , 聚 电解 质 
膜 也 随 之 膨胀 , 孔 际 变 大 ,蛋白 质 随 着 渗 漏出 的 水 分 一 
起 扩散 至 微 球 外 部 。 在 模拟 肠 液 中 ,和 蛋白质 释 放 速 率 
很 快 , 干 态 与 湿 态 微 球 中 的 蛋白 质 在 3h 内 基本 释放 


完全 。 
2.4 三联 口 服 腹 泻 疫苗 的 免疫 学 评价 
2.4.1 小 鼠 胃 肠 黏膜 中 特异 性 slgA 抗体 的 水 平 Hi 


原 特 异性 的 sIgA 抗体 ,是 在 秋 膜 免疫 中 机 体 抵抗 病原 
微生物 侵袭 的 重要 指标 ,我 们 采用 ELISA 法 检测 了 经 
三 联 腹泻 疫苗 两 次 免疫 后 ,小 鼠 兼 便 中 抗原 特异 性 
sIgA 抗体 水 平 ,以 及 第 二 次 免疫 后 小 鼠 肠 液 中 slgA pi 
体 水 平 。 结 果 表 明 ( 图 6) ,初次 免疫 后 , 姜 便 提取 液 中 
4 种 抗原 特异 性 sIgA 抗体 的 含量 都 不 高 ,与 阴性 对 照 
组 相 比 ,两 种 重组 疫苗 免疫 后 , 仅 产生 了 较 少 的 特异 性 
slgA 抗体 ,差异 不 显著 ,无 统计 学 意义 (P >0.05)。 第 
二 四 实验 组 虽然 提高 了 1 倍 的 免疫 剂量 ,读数 仍然 较 
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4 扫描 电镜 下 微 球 的 形态 
Fig.4 Morphology of microspheres observed with SEM 


BY Overall morphology of microspheres 


QA) Local magnification of microspheres section 


(b) Local magnification of microspheres surface 


(c) Morphology of microspheres cross-section 
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5 微 球 中 的 蛋白 在 模拟 胃液 与 肠 液 中 的 释放 情况 
Fig.5 The protein release in simulated gastric fluid (SGF) and simulated intestinal fluid (SIF) 


(a) The state of microspheres in SGF and SIF 


低 , 但 是 数值 上 部 分 具备 了 统计 学 意义 ,LTA 的 特异 性 
抗体 具备 显著 性 。 第 二 次 免疫 后 , 装 便 中 特异 性 sIgA 
抗体 含量 均 有 提高 ,实验 组 诱导 产生 的 sIgA 抗体 水 平 
明显 优 于 对 照 组 ,实验 组 的 抗体 含量 均 表 现 出 显著 差 
异 (P<0.05)。 两 种 疫苗 诱导 抗体 产生 的 能 力 相似 ， 


(b) Release curve of microspheres containing protein in SGF and SIF 


LTA + LTB + StxB + FlaA 免疫 组 的 抗体 效 价 略 高 于 
LTA(192) +LTB + StxB + FlaA 组 。 但 是 ,2 倍 免 疫 剂 量 
诱导 产生 特异 性 抗体 含量 仅 略 高 于 1 倍 的 免疫 剂量 。 
在 4 种 抗体 中 , 抗 LTA 的 sIgA 抗体 产生 最 多 ,而 抗 StxB 
的 sIgA 抗体 相对 较 低 。 在 肠 液 样品 中 ,抗体 的 含量 较 


Vol,37 No.7 2017 


2017 ,37(7) 刘 地 等 :细菌 性 腹泻 三 联 口 服 疫苗 的 研制 及 其 免疫 效果 的 初步 评价 ， 人 23 


Hei rh HEFL pS, LTA + LTB + StxB + Flaa 与 LTA 
(192) +LTB + StxB + FlaA 实验 组 诱导 产生 抗原 特异 性 
抗体 的 能 力 近 似 ,产生 的 抗体 效 价 较 对 照 组 差异 显著 
(P<0.05) ,但 提高 给 药剂 量 后 ,抗体 的 效 价 并 没有 显 
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7 肠 液 中 特异 性 sIgA 抗体 的 含量 
Fig.7 The content of antigen specific sIgA 
antibody in intestinal after immunization 


“ P<0.05 


2.4.2 小 鼠 血 清 中 特异 性 IgG 抗体 的 水 平 “ 黏 膜 疫苗 


著 提 升 ( 图 7) 。 在 肠 液 中 , 抗 LTA 与 FlaA 的 特异 性 搞 
体 最 多 ,而 抗 SxB 的 特异 性 抗体 相对 较 低 。 上 述 结 
表明 ,重组 蛋白 腹泻 疫苗 能 够 刺激 小 鼠 产 生 抗 原 特 异 
性 的 sIgA 抗体 ,激活 了 小 鼠 的 黏膜 免疫 系统 。 
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6 姜 便 中 特异 性 sIgA 抗体 的 含量 


Fig.6 The content of antigen specific sIgA antibody in feces after immunization 


(b) The content of slgA antibody in samples after second immunization 


除了 能 够 激活 机 体 的 黏膜 免疫 外 ,还 能 激活 系统 免疫 ， 
诱导 体液 中 特异 性 IgG 的 抗体 产生 。 在 血清 中 ,抗原 特 
异性 IgG 抗体 变化 较为 明显 ,在 两 次 免疫 后 ,两 种 疫苗 
都 能 够 有 效 地 诱导 机 体 产生 抗原 特异 的 IgG 抗体 ,差异 
显著 (P<0.05) ,但 血清 中 抗体 效 价 存 在 着 一 定 的 差异 
(图 8)。 当 LTA+LTB+StxB +FlaA 组 免疫 时 , 抗 LTA 
的 特异 性 抗体 产生 最 多 ,在 提高 1 倍 免 疫 剂量 后 ,效果 
变 得 更 加 显著 (P <0.01) ;同时 LTB 的 抗体 含量 也 有 
所 提高 ,但 是 StxB 与 PaA 的 抗体 含量 并 没有 明显 增 
加 。 在 LTA(192) +LTB + StxB + FlaA 实验 组 中 ,提高 
1 倍 免疫 剂量 后 ,LTA(192 ) SB 与 Flaa 三 种 抗体 含 
量 相 近 并 没有 明显 的 提升 ,但 LTB 的 特异 性 抗体 含量 
有 所 提升 ,并 且 是 4 种 抗体 中 最 高 的 ,差异 非常 显著 
(P<0.01)。 上 述 结果 表明 ,腹泻 疫苗 能 够 刺激 小 鼠 产 
生 抗 原 特异 性 的 IgG 抗体 ,激活 了 小 鼠 的 系统 免疫 。 
2.4.3 小 鼠 外 周 血 CD4*T 5 CD8*T 细胞 含量 的 变化 
在 BABL/e |) fH, CD4 * T/CD8 * T 细胞 的 正常 比值 
一 般 是 2.5 ~2.8,CD4?T 淋 巴 细胞 和 CD8 * T 淋巴 细胞 
在 T 细 胞 中 的 比率 分 别 约 为 30% 和 11% 。 当 CD4*T 
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细胞 亚 群 的 比例 上 升 ,CD8 * T 细胞 亚 群 的 比例 下 降 时 ， 
表明 免疫 系统 被 激活 。 结果 表明 ( 表 3) ,相对 于 阴性 
NATRA, 免疫 后 实验 组 小 鼠 的 CD4*T 细胞 都 明显 的 
Ð, 增加 了 7.5% ~9.5% ,而 CD8*T 细胞 比例 下 降 
LM -1.7% ,Cp4*T/cp8*T 的 比值 有 了 显著 的 提 
Fa 个 实验 组 CD4* T/CD8*T 细胞 的 比值 都 较为 接 
ae 3.9 - 4.0, 各 组 之 间 差 异 不 明显 ,1 倍 与 2 倍 免疫 
剂 骂 实 验 组 之 间 并 没有 显著 的 差异 (P >0.05 ) ,将 抗原 
EFEN LTA 更 换 为 LTA(192) 后 并 没有 显示 出 明显 的 
ZR 上 述 结果 表明 ,多 联 蛋 白 疫苗 能 够 在 一 定 程度 
上 激活 机 体 的 细胞 免疫 。 

表 3 免疫 后 CD4*T 5 CD8*T 细胞 含量 

的 平均 值 及 比率 
Table 3 Mean value and ratio of CD4 T 


and CD8*T cells after immunization 


CD4*T (%) CD8*T(%)  CD4*T/CD8*T 
Ss AAA 30.21 11.15 2.71 
实验 一 组 37.76 9.58 3.94 
实验 二 组 38.63 9.96 3.87 
实验 三 组 37.95 9.42 4.02 
实验 四 组 39.74 10.08 3.94 


2.4.4 实验 过 程 小 鼠 体重 的 变化 ， 为 考察 疫苗 成 分 
及 免疫 方式 是 否 会 对 小 鼠 的 正常 生长 产生 影响 ,我们 
在 整个 免疫 实验 过 程 中 ,对 小 鼠 的 体重 进行 了 监测 与 


记录 。 结 果 显 示 ( 图 9) ,两 种 多 联 重 白 疫苗 免疫 小 好 
后 ,小 鼠 体重 正常 增长 ,免疫 组 小 鼠 体重 无 显著 差异 ， 
说 明 疫苗 的 抗原 对 小 鼠 的 生长 没有 影响 。 
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图 9 免疫 实验 中 小 鼠 体重 的 变化 
Fig.9 Body weight changes of mice 


during the experiment 


3 4 论 


在 本 研究 中 ,我 们 设计 制备 了 基于 LT WEA Ae 
剂 的 三 联 口服 腹 海 疫苗 ,能 够 抵御 来 自 产 肠 毒性 大 肠 
杆菌 .霍乱 弧 菌 及 志 贺 氏 痢 疾 菌 的 威胁 。 通 过 对 抗原 
蛋白 的 筛选 ,我们 选择 了 病原 菌 致 病因 子 中 的 无 毒 或 
低 毒 组 分 作为 抗原 与 佐 剂 。 利 用 基因 工程 技术 构建 了 
表达 抗原 蛋白 的 重组 工程 大 肠 杆 菌 ,并 制备 ,纯化 了 相 
应 的 蛋白 质 。 以 海藻 酸 钙 - 壳 聚 糖 微 球 为 口服 载体 , 制 
备 了 LTA + LTB + StxB + FlaA 与 LTA(192) + LTB + 
StxB + FlaA 两 种 疫苗 的 口服 制剂 。 体 外 实验 表明 , 微 
球 载体 中 的 蛋白 质 在 模拟 胃液 中 释放 较 低 , 但 在 模拟 
肠 液 中 释放 迅速 ,这 种 载体 能 够 实现 疫苗 在 肠 道内 的 
定向 释放 。 灌 胃 免 疫 小 鼠 后 ,两 种 多 联 和 蛋白 疫苗 都 能 
刺激 机 体 产生 抗原 特异 性 sIgA 与 IgG 抗体 ,并 提升 了 
外 周 血 中 CD4* T/CD8 * T 细胞 的 比率 ,有 效 地 激活 了 
机 体 的 黏膜 ,体液 与 细胞 免疫 反应 。 

由 于 实验 条 件 的 限制 ,尽管 我 们 未 能 进行 攻 毒 实 
验 的 评价 ,但 是 在 动物 模型 取得 的 实验 结果 能 够 证 明 
疫苗 有 效 地 激活 了 机 体 的 黏膜 免疫 与 系统 免疫 ,对 机 
体 起 到 了 保护 作用 。 口 服 这 种 方便 快捷 、 安 全 的 免疫 
方式 ,使 其 在 同类 的 注射 疫苗 中 更 具 竞 争 力 ,同时 预防 
多 种 病原 菌 的 设计 ,也 使 疫苗 具备 了 开发 的 潜力 。 
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Preparation and Preliminary Evaluation of Triple Oral 
Vaccine Against Bacterial Diarrhea 
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Abstract Infectious diarrhea disease caused by bacterial pathogens is still one of the most common 
infectious diseases throughout the world. Due to the emergence of antibiotic resistant bacteria, the treatment 
effects of antibiotic drugs are not very well. Therefore, it is very important to develop convenient and effective 
vaccines for the prevention and treatment of bacterial diarrhea. Aimed at enterotoxigenic Escherichia coli 
(ETEC) , Vibrio cholerae and Shigella flexneri, the three major types of pathogenic bacteria, the triple-vaccine 
based on the heat-labile enterotoxin subunit proteins as antigens and mucosal adjuvants, Vibrio cholerae flagellin 
protein and Shiga toxin subunit protein as antigens was designed. The corresponding antigens and adjuvant 
proteins were obtained from engineered Escherichia coli, the alginate-chitosan microspheres were used as oral 


delivery, and the oral vaccine formulations were prepared. In vitro experiment indicate that the release of protein 


is very slow in simulated gastric fluid, but prompt and almost complete in simulated intestinal fluid, which 
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suggests that microsphere carrier can achieve the purpose of the intestinal targeted release of vaccine. After 
immunizing mice, immune indexes were detected, and the results proved that the vaccine stimulated the 
production of the antigen-specific slgA and IgG antibody, with significant difference ( P <0.05) compared with 
the control group, and improved the content of CD4*T cells (7.5% ~9.5%) and the ratio of CD4* T/CD8 * T 
cells in peripheral blood. As a result, the vaccine induced mucosal and systemic immune responses and could 
effectively protect the body after immunization. 


Key words Bacterial diarrhea Mucosal immunity Triple oral vaccine 


201707.00838v1 


chinaXiv 


